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) Thermostabile DN A- Polymerase aus Thermococcus spec. 

) Thermostabtles Enzym mit DNA-Polymerase- und 
3'-5'-Exonuldease-Aktivrtat erhaJtlich aus Thermococcus 
spec. TY (DSM 10597); die zugrunde tiegende genomische 
DNA entspricht den in SECLID N02 und SEQ.10 NO:3 
wiedergegebenen Nukleinsauresequenzen. Die Erfindung 
betrifft daruber hinaus ein Verfahren zur HersteJIung des 
rekorhbtnanten thermophilen Enzyms sowie dessen Verwen- 
dung zur spezmschen Vervielfaltigung von Nukleinsaurese- 
quenzen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eme thermostabOe DNA-Polymerase aus Archaebakterien, ein Verfahren zu deren 
Gewinnung bzw. Klonierung sowie deren Verwendung, insbesondere zur enzymatischen Amplifikation von 
spezifischen Nukleinsauresequenzen (z. B. PCR). Insbesondere konnen nut dem erfmdungsgemaBen Enzym, 
welches aus einem Thermoooccus-Stamm erhahlich ist, Nukleinsaurefragmente bis zu einer LSnge von ca.5,0kb 
spezifisch und in guter Ausbeute amplifiziert werden. 

Es sind heute eine Reihe thennostabiler DNA-Polymerasen ans Archaebakterien bekannt (CanganeDa F. und 
Jones W, Current Microti 28, 1 99—306 (1 994)). Die Enzyme kommen hauptsachlich zur spezifischen Vervielfalti- 
gung bestimmter Nukieinsauren in der klinschen Diagnostik und im Forschungsberekh zum Einsatz. Vide 
cfieser thermostabflen DNA-Polymerasen weisen jedoch nicht gewQnschte (Neben-)aktivitaten auf bzw. bewir- 
ken bei entsprecfaenden AmpGfikationsverfahren keine ausrekhende Spezifitit der Nukleinsaurefragmente 
oder sind lediglich fiber schwer zugangliche Mikroorganismen zuganglich. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war somit, eine note thennostabfle DNA-Polymerase zur Verffigung zu 
stellen, die sich insbesondere gut zur spezifischen VervielfSltigung von Nuktemsaurefraguienten von ca. 10 kb 
Lange oder kQrzeren Fragmenten eignen und skh in guter Ausbeute reproduzierbar zur Verfugung stellen 
lassen. 

Die Aufgabe wird geldst durch einen hoch thermophOen Mikroorganismus, welcher ein Enzym mit DNA- 
Polymerase-Aktivitit aufweist bzw. eine fur das Enzym codierende Nukleins§uresequenz gemlB SEQ. ID NO: 2 
oder hiervon abgeleitete Fragmente enthalt Das thennophfle Enzym mit DNA-Polymerase-Aktivitat beshzt 
eine Haibwertszeit von ca. 20 Minuten bei ca. 90° C (relativ zur Ausgangsaktivitat). Das Tenmeraturoptimum des 
Enzyms lkgt zwischen ca. 65° und 90°Q v o r zu g swe ise bei ca. 70°C bis 80°C Ferner weist die erfindungsgemaBe 
DNA-Polymerase ein pH-Optimum zwischen ca. 7,2 und 7A insbesondere bei ca. pH 7,5 auf und zeigt eine 
optimale Aktivitat bei einer Kaliumchloridkonzentration zwischen 60 und 120 mM, bevorzugt bei ca. 80 bis 100 
mM. Die Anwesenheh von Magneshimkmen ist fur die Aktivitat des Enzyms uneriaBKch, und zwar vorteilhafter- 
weise in Konzentrationen von ca. 10 mM oder weniger. Insbesondere hat sich eine Konzentration von ca. 4 mM 
Magneshimchlorid (MgO^ als geeignet erwiesen und wenn zudem keine bzw. ledigiich Spuren von Manganio- 
nen, wie z. R MnQ& zugegen smd Es konnte viefanehr gezeigt werden, daB die Anwesenheh von Manganionen, 
ab ca 2 mM, cfie Polymeraseaktivitat deutfich inhibiert 

Die erfindungsgemaBe DNA-Polymerase weist zudem 3'-5'-Exonuldease-Aktivkat d h. sogenannte *proo- 
freading*- Aktivitat auL Bei der PCR-Reaktion findet aufgrund dieser Aktivfclt erne Degradation der jewefligen 
Primer bei einer bestimmten Konzentration an Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) statt; bei hoheren 
Nukleotidkonzentrationen zeigte sich bei Verwendung des erfindungsgemkBen Enzyms nur noch eine geringe 
3'-5'-Exonnkleaseaktivitat bzw. wird diese von der Pctymeraseaktivhat des Enzyms flberiagert Ribonucleotide 
werden von dem erfmdungsgemaBen Enzym nicht eingebaut 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist em Verf ahren zur Gewinnung der DNA-Polymerase aus entspre- 
chenden thermophilen Mikroorganismen, wie einem heterotrophen, schwef elreduzierenden Isolat eines Arcfaae- 
on mit einem Termperaturoptimum bei ca. 88° C Insbesondere hat sich bier der Mikroorganismus Thermococ- 
cus spec. TY als geeignet erwiesen. Eine Probe des Stammes ist am 20103.1996 bei der Deutschen Sammhmg von 
Mikroorganismen und ZeUkukuren (DSMZX Mascherorder Weg 11* D-38 124 Braunschweig unter Nr. 10597 
hintertegt worden. 

Nach geeigneter Fermentation wurde die gesamte chromosonale DNA durch mehrmaHge Phenolextraktkm 
isofiert Die Detektkm von DNA-Folymerasen kodterenden Nukleinsauresequenzen aus Thermococcus spec. 
TY erfolgte mitteis PCR-Screening, cfie Identifizienmg homobger DNA-Fragmente mitteis Southern Blot 
Dabei ergaben sich zwei Restriktionsfragmente, die zur Klomerung eingesetzt wurden. Nach eutsprechender 
Selektion Qber Ersteflung einer angereicherten Genbank, FhsmidUgation, Transf onnation und Screening mitteis 
PCR wurde die Sequenz der DNA ennittelt(SEQ. ID NO: 2\ Der Vergteich der entsprechenden Aminosaurese- 
quenz mit der anderer archaebakteriellen DNA-Polymerasen ergab eine hohe Homologie der Enzyme. ]edoch 
ist das TY-Gen das einzige Gen, in dem aDedrei konservierten Inteinregionen enthalten and. Dadurch ist eine 
klare Differenzierung zwischen Intein- und Extemberekhen mogfich, was insbesondere vorteOhaft fDr das 
angestrebte Expressionsprodukt ist Die inlemfreie DNA-Sequenz (SEQ. ID NO: 3) wurde zur Expression 
verwendet Entsprechend geetgnete Stdmme sowie diesbezugfiche Methoden, beispklsweise zum AufschlieBen 
der Zellen nach Egression und Proteinreinigung sind dem Fachmann prinzipiell gelaufig. Fur die Aufremigung 
des TY-DNA-Polymeraseproteins hat skh besonders vorteilhaft erwiesen, wenn der mitteis ZeDaufschluB 
gewonnene Rohextrakt zunachst einer Hitzedenaturierung und anschfieBend mindestens zwei Affinhatschroma- 
tographien, eine zur Abtrennung von Nuldeotid-bindenden, Proteinen (z. B. Blue Sepharose) und one fur 
Histk E ng nmp en-aufweisende Bestandtefle (z. B. NidcekhetatX unterzogen wird Auf diese Weise konnten anna- 
hernd 50% der Ausgangsaktivmlt der TY-DNA-Polymerase mit einer spezifischen Aktivitat von ca. 4500 U/mg 
erzieh werden, was einer Anrekherung urn den Faktor von ca. 134 entspricht 

Die aufgeranigte Fraktion zagte neben DNA-Polymerase-Aktivitat zudem 3 f -5'-Exonuklease^roofrea- 
ding*-)Akdvitat Dabei zeigte skh, daB eine Degradation des verwendeten Primers Ws zu einer Nukteotidkon- 
zentration von ca. lpM an Desoxynukleotidtrq>hosphaten (dNTPs) im Reaktionsansatz stattfindet Die 
3'-5'-Exonukleaseaktivitat wird dagegen bd hoheren Nukleotidkonzentrationen von der Polymeraseaktivitat 
des Enzyms uberiagert Die in dnem wdteren Testansatz zugegebenen Ribonukleotide (NTPs, 100 jiM) konnten 
nicht eingebaut werden. 

Ein wekerer Gegenstand der Erfindung ist der Einsatz der TY-DNA-Polymerase zur Vervielfaltigung spezifi- 
scher DNA-Fragmente, wie beispiebwose in der PCR. HiCTfur haben skh prmzipidl die dem Fachmann fur die 
PCRbekannten Pufferiosungen als geeignet erwiesen. In der Regei wird ein 2 bis 50 mM, bevorzugt ca. 5 bis 20 



E 196 11 759 Al 

mM TYis-Hd-Puff er (pH 83) verwendet der 1 0 bis 1 00 mM, bevorzugt ca. 20 bis 60 mM Kalramchlorid, 075 bis 4 
mM, bevorzugt 1,00 bis 2fl0 mM Magnestomcfalorid und ein zwitterionisches Detergeaz in einer Menge von ca. 
0,01 bis 0,1 % aufweist Das Detergenz Tween 20 hat sich hier als besonders vorteflhaft erwiesen. 

Auf diese Weise konnten Nukleinsaurefragmente bis zu einer Lioge von ca. 5000 Basenpaaren spezifisch 
amplifiziert werden. DJl die erfindungsgemaBe DNA-Polymerase hat gegenuber anderen 'proofreading", Pory- 
merasen insbesondere den V rtefl, daB sie ais einzeines Enzym berchs 4 bis 5 kb lange Fragmente aus genom- 
ischer DNA in guter Ausbeute spezifisch amplifizieren kann. 

Abbildungen 

Abh.1 

a: Temperaturabhangigkeh TY-DNA-POrymerasa. 
b: Mg/Mn-Abhangigkeh TY-DNA-Polymerase. 



to 



Abb. 2 
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung der TY-DNA-Polymerase. Als Primer warden verwen- 
det: L [extern 1 -extern 2J 2. [extein 1 -extern 4J 3. [extern 1 -extern 6} (s. TabeOe 1)l Als Template wurde 
chromosomale DNA aus Thennococcos spec. TY (DSM 10597) dngesetzt 20 

Abb. 3 

Southern Blot der chromosomaien DNA aus Thermococcus speaTY, restringiert mh 1. Xbal, 2. PstI,3L Kpnl, 
4. SphI und 5. SacL Als Sonde wurde das Dig-PCR-Fragment [tcgl-cl!90] verwendet 25 

Abb. 4 

Sequenzienmgsverfahren pTYl und pTY2. Ausgangsvektor ist pUCBM21 (Boehringer Mannheim), In betden 
Fallen ist das Insert, bezogen auf die Richtung des Primers tcgl , im Uhrzeigersinn insertiert Im Fall von pTYl 30 
betragt die FragmentgrdSe zwischen teg 1 und pUC/M 1 3 forward ca.13kb.im Fall pTY2 ca.3£kb. 

Abb. 5 

Sequenzierungsvektor pTYJ. Ausgangsvektor ist pCR™n (Invitrogen). Das fiber eine PCR mh den Primem 35 
[d29S 1 -680peprev] amplifizierte Insert hat eine GroBe von ca. 2J kbi 

Abb. 6 

Southern Blot der chromosomaien DNA aus Thermococcus TY, restmgiert mh L Apal, Z Sad, 3. Smal, 4. 40 
BamHI, 5L Hindm 6. Kpnl und 7. SphL Als Sonde wurde das Dig-markierte PCR-Fragment mh dem Primerpaar 
[cty351-cty770] verwendet 

Abb. 7 

45 

Sequenzierungsvektor pTY4. Ausgangsvektor ist pCR™n (Invhrogen). Das fiber eine PCR mh den Primern 
[cty351-pUC/M13 rev]ampfifizierte Insert hat eine GroBe von ca.l,2kb. 

Abb. 8 

_ 50 
Graphische Ubersicht fiber die Anordnung der Extern- und Inteinregionen der TY DNA-Polymerase im 
Verghach zu bekannten DNA-Folymerasen. 

Abb. 9 

55 

Prinzip der Deletion mitteb PCR. 

Abb. 10 

Expressionsvektor pTYPoL 60 

Abb. 11 

SDS-PAGE (Grament 10—15%) der Aufremigung der TY-DNA-Polymerase (Geldektrophoretische Auf- 
trennnng der Proteine des TY-Rohextraktes (Spur t), nach Hhzedenaturierung, 10 mm, 80°C (Spur 2) und der 65 
beiden diromatographischen Aufrdnigungen (Hi Trap Blue; Spur 3; Ni-Chelat Spur 4);LS Langenstandard). 
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Abb. 12 

Verwendung der TY-DNA- Polymerase in der PCR and Auftrennung im SDS-PAGE: 

alSpurl :13kb;Spur2:2£kb;Spur3 :435U);MWM:Molekuriai^ewiditsiiiarker 

b) Abhangigkeit der Menge an PCR-Produkt vom pH-Wert 

c) und von der Konzentrati n an Mgd2 (0£— 3>0 mM). 

SEP. fD NO: 1 





1 


CCACUGCUMJ 


GGGGGUCCG& 


CUAAGCCATJG 


CGAGDCADGG 


GGDCCCDCDG 


GGACACCACC 


15 


61 


GGCGGAOGGC 


UGAGOAACAC 


GOCGGOAACC 


UACCCDOGGG 


AGGGGGAHAA 


CCCCGGGAAA 




121 


COGGGGCQAA. 


UCOCCCATJEAG 


GCCTK5AGGUA 


OTGGAAGGUC 


CUCAGGCCGA 


AAGGGGCUUU 




181 
241 


TJ6CC0G0006 
6C0GAAGADC 


AGGWBGGGCC 
GGOACGGGCU 


GGCGGCOGA0 


UAGGOAGUUG 
GAGCCCGGAG 


GOGGGGTJAAC 
ADGGACACDG 


GGCCCAOCAA 
AGACACGGGTJ 


zv 


GOGAGAGCAG 




301 


CCAGGCCCUA 


CGGGGGGCAG 


CAGGOGCGAA 


AOCOCGGCAA 


UGCGGGAAAC 


CGGGAGGGGG 




361 


GGACCCCGAG 


UGCCGTJGGOA 


UCGACACGGTJ 


UUUUCCGGA6 


UUUAAAAAGC 


UCGGGGAADA 


25 


421 


ABGGCUUGUC 


AAGGCOGGUG 


GCAGCOGCCG 


CGGQAAHAOC 


GGCGGCOCGA 


GDGGDGGCCG 




481 


CUAUUAUUUG 


GCCQAAAGCG 


UCCGUAGCCG 


GGCGCGQAAG 


UCCC0GGCGA 


AATJCCCACGG 




541 


CDCAACCGDG 


GGGCUDGCDG 


GGGATJACDGC 


GGGCCUUGGG 


ACCGGGAGAG 


GCGGGGGGUA 


30 


601 
661 
721 


CGCCOGGGGTJ 
GGCDGGAACG 
CGGGOAGUCC 


AGGGGOGAAA 
GGUCGGAGGG 


uccdAnAArjc 


CGAGGGGGAC 
AGGCCAGGGG 


CGCCAGOGGC 
AGCAAACCGG 


GAAGGCGCCC 
AnrJAGATJACC 
AGCOCGCCCG 




UGGADGUAAA 


GGADGCGGGC 


TJAGGUGDCGG 


GCGAGOTFOCG 


35 


781 
841 
901 


GOGOCGfUAGG 
AAAGGAADTO 
CCGGGAACCQ 


GAAGGCGOUA 
NCGGGGGAGC 


AGCCCGCCGC 
ACTJACAAGGG 


OTGGGGRGOA 
GDGGAGOGDG 


GGGCCGGAAG 
CXXJUUUAAOTJ 


GCOGAAACUtX 
GGAuuuaACG 
UUGCCGGACA 




CACCGGGGGC 


GAOGGCAGGA 


UGAACGCGAG 


GCTJGAAGGDC 


40 


961 


CGCCGAHAflG 


AGGUGCATJGG 


COGCOGOCAG 


COCGUACCGCJ 


GAGGCGOCCA 


CUTJAAGUGDG 




1021 


GTJAAGGAGOG 


ASACCCGCGC 


CGCGAGUUGC 


CAGCCCDUOC 


OGOUGGGAAG 


GGGGCACOOT 




1081 


GGGGGGAC0G 


CCGGCGAUAA 


GCCGGAGGAA 


GGAGCGGGCG 


ACGGUAGGOC 


A6QAOSCCOC 


45 


1141 GAAAGCGOCG 


GGCOACACGC 


GCGCTJACAAI7 


GGGCGGGACA 


JtfJGGGAUCCG 


ACGCQGAAAG 




1201 


GGGAAGGOAA. 


UCCCCOAAAC 


CCGCCCUCAG 


uucgg£dogc 


GGGCOGCAAC 


DCGCCOGOGTJ 




1261 


GAAGCUUGAA 


UOCCUAGOAC 


CCGOGDGOCA 


UCADCGCGCG 


G 
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SEiJELtKLi 16S iDNA Sequenz aus Thennococcos spec. TY 
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TYPol Intron 

ill I II | | 90 

MILDTDYITKOGKPriRIFKKENGBFKIEL 

I I ! ! I I | | 180 

DPHFQPYITALLKDDSAI D'E IKAXKGERHG 

■ Iff I I I I 270 

KIVRVVD.AVKVKKKFLGRDVEVWKLIFEHP 15 

I I I I I I I I 360 

QDVPALRGKIREHPAVIDIYEYDIPFAKRY 

I I I I I I I I 450 20 

LIDKGLIPMEGDEELKLMAFD IETFYHEGD 

I I I I I I I I 540 

EFGKGEIIHISYADEEEARVIT MKHIDLPY 

I I I I I I I I 630 

VDVVSKEREMIKRFVQIVREKDPDVLITYN 

[III! _J I I 720 

GDNFDLPYLIKRAEKLGVTI.LLGRDKEHPE 

I I I I I I I I WO ^ 

FKIHRMGDSFAVE IKGRIHFDLFPVVRRTI 

I I I I I I I I foo 

NLPTYTLEAVYEAVLGKTKSKLGAEEIAAI 40 

I I I I 1 I I I 9*> 

TOGQUUW3*GaGGnGM3Ca^^ 
WETEESHKKLAQYSMEDARATYEI.GKEFFP 

till I ! _._ I I logo 45 

flroGfrBQeagwscgwBaMUtfgTAfti^^ 

M E A E L A KLIGQSVWDVSRSSTGNLVEWYLL 

I I I I I I I 1 U70 

RVAYERHELAPHKPDEEEYRRRLRTTYLGG 

.YVKEPERGLHEHIAYLDFRCHPADTKVIVK 

111(1 I I I 1350 

GKGIVNISDVKEGDYILGIDGWQRVKKVWK 

I I I ' I I I I I i«* > „ 

YHYEGXLINI HGLKCTPUHKVPVVTEHDRQ 



65 



5 



jDE 196 11 759 Al 

I I I I I I I I «30 

T R I RDSCAKSFLSCKVKGK IITTKLFEK X A 
5 I I I I I I I I "20 

SFEKNKPSEEEXLKGELSGIIL.AEGTLLRK 
| [ I I I I I I 1710 

10 DIEYFDSSRGKKaiSHQYRVEITIGENEEE 

I 1*1 I J I I I WOO 

LLERILYIFDKLFGIRPSVKKKGDTHALKI 



15 



| | I I I I I I 1890 

TTAKKAVYLQIEELLKSIESI.yAPAVt.RGF 



| | | | | | I | 1980 

20 TTIGftAflGaGftroOCaCIGTCaftCW^ 

FERDATVHKIRSTIVVTQGTNNKWKIDIVA 

| | | | | | | I 2070 

KLLDSLGIPYSRYEYKYIENGKBLTKHILE 

| | I I I I | I 2160 

ITGRDGLILFQTLVGFISSEKNEALEKAIE 

30 I I I ! I I i I 225 0 

VRBMHRLKHHSFYHLSTFEV SSBYYKGBVY 

I I I I I I I I 2340 

35 DI,TX.EGHPYYFAHGILTHHSLYPSIXVTHN 

| i I I I I J I 2430 

VSPDTLEREGCKKYDVAPIVGYKFCKDFPG 
40 | I | I I I I I 2520 

FXPS ILGELITHRQEIKKKHKATZOPZEKK 

| | I I \ I I I 2610 

KLDYRQRAVKLLAHSILPHEWLPIIEHGEV 

I 2700 

KFVKIGEFIDRYMBEQKDKVRTVOHTEVLE 

|| | | I I 1 I 2790 

VDHXFAFSLNXESKKSEZKKVKALXRHKYK 

cc I I I I I I I I 2880 

GGfflGAAGCiraaS&GGXaaGCXC&A^^ 
GEAYEVELHSGRKIHITRGHSLFTIRHGKI 



GO 
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| | I I I I I I WO 

KEIWGEEVKVGDLIIVPKKVKLNEKEAVIN 

| | I 1 I I I I 3060 

IP EL I SKLPDEDTADVVMTTPVKGRKNFFK 
| | 1 I I I | | 3150 




FLVGFGLLYAKHSYYGYKGYPKARWYSKEC 

| ! I I I I I I *320 

AESVTAWGRHYIBKTIKEIEEKFGFKVLYA 



10 



15 



| | I I I I - I I 3330 

ULRYNGNKRETLVRFKDXKDSVSCFPRKEL 

| | I I I I I I 3420 

EEWKI T KGFR KCIL KVDEDFGKFLGYY 

| I I I I I I I 3510 

VS EGYAGAQKHKTGGMSYSVKLYHEHPHVL 

25 

fill I I I I 3€00 

KDMKNIAEKFFGKVRVGKHCVDIPKKMAYL 

| I I I I I I ! 3690 ^ 

LAKSLCGVTAEHKRIPSIIFDSSBPVRWAF 

| | I I I I I I 3780 

LRAYFVGDGDIHPSKRLRLSTKSELLAHQL 15 

| | I I I I I V I 3870 

VFLX.HSLGV SSIKIGFD SGVYRVYINEDLP 

| i I I I I I I 3960 40 

F I» Q T S RQKHTYYPMLI PXEVLEEXFGRKFQ 

I I I I I I J I «50 

MBMcxntoas^^ 45 

K»ITFEKFKEI.ADSGKI»DKRRVKLLDFI.I*H 

! | I II I I I 4*4° 

GGBGaCft l T lVllXTllM GlMSB^ 
GDIVX.DRVKHVEKREYEGYVYDLSVEDHEH 
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60 
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I I I ■ I I I I I 4410 

DSVTCDTEIXVKRHGRIEFVPIEKI.FERVD 
5 | I ! I ! I I I 4S00 

TacaaBarGSBGMUUuiGABPMsiGc a^ 

Y R IGEKEYCILEDVEALTLDNHGKLI WKKV 
I I I I I I I I 4590 

oocnayoGnaxGnoGCiCMCsnooGAAAA 

10 pYVMRHRAKKKVYRIWITSSWY IDVTEDHS 

| I.I I I I ! I 4680 

CITft33¥3BW3CraU3C3a!GC7rC^ 
LIVAEDGLKEARPHEIEGKSL IATKDDLSG 

* | | I I I I II 4770 

VE Y I K P H A I S E X SYKGYVY D I E-VEGTHRFF 

| | j I I I I | 4860 

20 GCftAKEQGaftE M. 'TC G .TQCa^ 

ANGILVHNTDGFYATIPGEKPETIKKKAKE 

I I I I I I I I 4950 

25 FL KYXHSKL?GLIiEI*EYEGP7£*RGFFVAKK 

| | I I I I I | 5040 

RTAVIDE-EGRITTRGLEVVRRDWSEXAKET 

30 III I I I J I 5130 

CStfSQCTRAAGlCrrOGaGGCafllgVClT ^ 
QAKVItEAlLKEDSVEKAVEIVK D V V E E I A K 

f I I I I I I I 5220 

YQVPLEKLVIHEQITKDLSEYKAIGPHVAI 

| | I I I I I I 5310 

AKRkAAKG IKVRPGT X ISYIVLRGSGKI SD 

III! I ! I I S4oo 

AGGGTR ftlTl ' lTJJlU TCaGJMSTRTCaTCCC ftAAA Ui'HATT 
KVXIiI»SEYDPKKHKYDPDYYZ EHQVLPAVL 

| ! I I I I I I 5490 

45 jy& ^ tJCTrGAAGCCTTa XCTy ^ 

RILBAFGYRrEDI.KYQSSKQVGI.DAWI.KR* 



35 



40 



50 tjQ'.Z ORF der zusammengesetzten DNA-Sequeoz dcr Flasmide pTYl-4 und die 

darans abgeleiiete Aminosameseq ue nz 
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SEO. 13 MO: 3 



TYExon 5 

| ! I I I I I I 90 

XXGAXATTnGACACTGSCIj^ 

MILDTOYITKOGKPIIRIFKKENGEFKIEL 

I | I I I I ! | 180 10 

OPHFQPYIYALLKDDSAIDEIKAIKGERHG 



15 



20 



30 



I I I I. I I I I 270 

KIVRVVDAVKVKK1CFI.GRDVEVWKLIFEHP 

lilt I I* I I 360 

QDVPALRGKIREHPAVIDIYEYDIPFAKRY 

| | I I I I ! I 450 

LIDKGLIPMEGDEELXLMAFDIETFYH E GD 

J | I I ! I I I 540 

<aGTTTOQGA*3GG0GaGfi^ 
EFGKGEIIKXSYADEEBARVITWXHIDLPY 

| ! I J I I I I 630 

VDVVSKEREKIKRFVQIVREKDPDVIpITYH 

1 I i I I I I I 720 

GDHFDLPYLIKRAEKLGVTLI/LGRDKEHPE 

I I I I I I I I «io 35 

PKXHRHGOS PAVEIKGRIHFDIiFPVVRRTI 

I I I I I J 1 J «w 

HLPTYTLEA VYEAVLGKTKSKLGAEEIAAI w 

I I I I I I I I wo 

TOHftaacaGaGcaGaGaasftftG^ 

WETEESMKKLAQYSMEDARATYELGKEFFP 

I I I I I I I 1 logo 

HEAELAKI.IGQSVWDVSRSSTGH^VEWYI.1. 

I I I 1 I I I 1 M m 

RVAYERHELAPHXPDEEEYRRRLRTTYI.GG 

| | I I I I I I 1260 

YVXEPBRG LWBNIAYI.DFRSI.YPSXXVTH& 55 

I I I I I 1 J 1 1350 

V S PDTZtEREGCKHYOVAP XVGYKFCKDFFG 

I I I I I I I I 1440 60 

raarrraviCEAiftciasG^^ 

PIPS XLGEXi XTHRQE IKKKMKATIDPIEKK 
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I I I I I I | | 1530 

ML DYRQRAVKLLANSY, YGYMGYPKARWTSK 
S | | | | I | | 1 1620 

EC AESVTAWGRHY IEMTIKEIEEKFCFXVL 

I I I I I I I I 17X0 

10 YADTDGFYATIPGEKPBTIKKKAKEFLXYI 
I I - I J I I I I 1800 

aACTOcaAa cnuii^i^^ 

N S KLPGLLELEYEGFYLRGFFVAKKRYAVI 

15 I I I I I | | | 1890 

DE EGRITTRGLEVVRRDWSEIAKETQAKVI. 

I I I I I I I | 1980 

20 GAOSCAAiaCTTAAAGAAGAira^^ 

E A ILKEDSVEKAVEIVKDVVEEIAKYQVPL 

I I I I I 1 I I 2070 

GaAAfl i^Tiurim cxaaaGCftaaCT 

_ EKLVIHEQITKDLSEYKAIGPHVAIAKRLA 
25 

I I I I I I I I 2160 

AKGXKVRPGTX XSYXVLRGSGKXS*DRVII,Xi 




I I I I I I I 

35 FGYRKEDI.KYQSSKQVGI.DAWl.KK* 



40 



£jBCl,Qm0i3 Ioteinficie DNA- and AminosaQieseqaenz der TY DNA Polymerase 



Die folgenden Beispieie erlautern die Erfindung weken 

45 

Beispiell 

Kuhrvierung v<mi Thermococcus spec TY 

50 HersteDung des anaeroben Mediums 

Die M edienherstelhmg wurde nacfa der HUNGATE-Methode (1 969) dnrchgefQhrt Durch Kochen wurde der 
GroBteil des geldsten Sauers toffs entf ernt Die hierdurch bedingte Steigerung des Redoxpotentials des Mediums 
wurde durch die Zugabe des rednnerenden Agens Cystein-HQ (E'o « —210 mV) ausgeglichen. Hierdurch 
55 wurde eio von vielen Anaerobieren bendtigtes, niedriges Reduktkmspotential eingesteOt Als R edoxindikator 
wurde Resazurin verweodet Das Medium veranderte bd der Reduction des Resazurins zu Resofurin bzw. 
Hydroresofurm seine Farbe von blau zu pink bzw. farMos. Durch die Entfarbung des Mediums wurde somit ein 
ausreichend niedriges Redoxpotential angezrigt 

60 Kuhivierung in Himgaterdhrchen, Serum- und Steflbrustflaschen 

Zusammensetzung des Mediums: 
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Starke 


Sg 


Kd 


033g 


MgCb^HjO 


yg 


MgS0 4 -7H20 




NH«a 


025 g 


CaCfe-ffljO 


ai4g 


K2HP0 4 


0,14g 


NaHCQj 


lg 


Nad 


18 g 


Resazurinl6sung04% 


1ml 


Cystein-HQ 


05g 


Spurenelementelosung (sjl) 


10 ml 


Vhaminlosiing(sJL) 


10 ml 


adaquadest 


1000 ml 



Spurenelementelosung: 



Nhriloessigsaure 1,5 g 20 

M11SO4 05g 

FeSCVTHkO 01 g 

C0SO4-7H2O 018 g 

ZnS<V7H20 018 g „ 

CuS0 4 -5HaO 001 g 

KAKSO42-I2H2O 002 g 

H3BO3 001g 

Na2Mo0 4 -2H20 001 g 

Nid2-6H20 0025 g 30 

Ha2SeQ3-5H20 03 mg 

adaquadest 1000ml 



VKammldsiing: 



Bkrtm 2mg 

Foisaure 2mg 

Pyridoarin-HCl 10 mg 

Thianrin-Ha 5mg 

Riboflavin 5mg 

Nikotmsaure 5mg 

DL-Kalzhmipantothenat 5mg 

VitammBu 04 mg 

p-Anunobenzoesaure 5mg 

Liponsaure 5mg 

adaqnadest 1000ml 



45 



50 



Der pH- Wert wurde auf 09 eingestelh, das Medium gekocht und miter NrBegasung abgekuhh. AnschlieBend 
wurde Cystein-Ha zugegeben und der pH-Wert nachreguliert Die entsprechenden GefaBe wurden unter 
NrAtmosphare befuUt und noch einige Minuten begast Danacb wurden sie mtt Batylgummistopfen und 
Ahikappen oder Draht verscblossen und 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert Die Lagerung erfolgte bei Raum- 
temperatur. Zur Kuhivierung wurden die entsprechend vorberdteten MecfiengefaBe 10%ig mh einer Fhlssig- 55 
knhur angeimpft und bei 88°C im Wasserbad 24 h inkubiert Die Kuhuren wurden anschlieBend bei 4°C 



Fermentation im Batch- Verfahrai 

60 

Die Fermentation von Thermococcus spec. TY (DSM 10 597) erfolgte in einem 20 l-Edelstahlfermenter, der 
nach Angaben des Hersteflers betrieben wurde. Das im Fermenter autoklavierte Medium wurde auf 88° C 
abgekGhh und der pH-Wert mit sterfler KOH-Ldsung auf pH 7 eingestellt Wahrend des Fermentationsvor- 
gangs wurde mit N2 begast (02 w^ra -1 ). Nach vcdlstlndiger Reduktion des Mediums mit CystehvHQ wurde 
mit einer frischen Vorkultur (max. 24 h) 10%ig angeimpft Das Wachstum wurde photometrisch d kumentiert 65 
und die Fermentation in der sp§ten log-Phase beendet 

Die Zeflkiifturen wurden auf 30*C abgekuhlt und unter aeroben Bedingungen unsterQ 30 min bei 4°C und 
10 000 g abzentrifugiert GrdBere Vohimina (> 5 1) wurden kontinuierlich in einem Durchlaufrotor ebenfalls bei 
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4°C und 10 000 g sedimentierL Das gew nnene Zellpellet wurde anschfieBend bei -20 p Cgelagert 

BeispieI2 

1 6S rRNA Gen- Analyse aus Thennoooocus TV 

Die 16S rDNA wurde wie beschrieben ampfifiziert (Bams Sirf. et al, Proc. NatL Acad. Sci USA 91, 1609-161% 
1994; Rainey FA. et al System AppL MicrobioL IS, 224—226, 1992; Rainey FA. and Stackebrandt, FEMS 
Microbiology Letters 1 13, 125—128; 1993). Die Sequenzierung erfolgte mittels Taq Dye-Deoxy™ Terminator 
Sequencing Kit" und DNA Sequencer 373A" (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die 16S rDNA Sequenz 
(SEQ. ID NO: 1) wurde manueO gegen ausgewahlte Spezies aus dem Reich der Arcfaaea vergUchen. Em 
phyiogenetisches Dendrogramm wurde nach der Methode von De Soete G, Psychometrika 48, 621 —626, 1983 
erstellt 

Beispiel3 

a) Isofierung chromosomaler DNA aus Thermoooccus TY 

Die Remigung chromosomaler DNA erfolgte durcb mehnnaUge Phenolextraktion. Hierbei wurden ca. 200 mg 
ZeDen von Thermococcus sp. TY (DSM 10 597) in 500 ul RNasepuffer resuspendiert und 5 Minuten bei Raum- 
temperatur (RT) inkubiert Dorch jeweils dreimalige Eztraktion mit a) Tris gesattigtem Phenol und b) Phenol- 
Chloroform-Isoaniylalkohol (24:24 : 1) wurden die Zellen atngeschlossen und Proteine denaturiert Durcb 
Zentrifugation wurde die waBrige von der Phenolphase getrennt, wobei sicb die Proteine in der Interphase 
sammeln. Die DNA-haltige L5sung wurde dreimal mit Chk>rofonn/Isoaylalkohol (24/1) extraMert, am Phenol- 
rQckstSnde aus dem Ansatz zu entfemen. 1% gereinigte DNA wurde durch 1 Volumen Isopropanol und 1/10 
Volumen 4 M Lid gefaut, bei 13 000 g abzentrifugiert, bei RT getrocknet und in sterflem H26 bidest oder 
TE-Puffer gelost Die Quafitat der DNA wurde elektrophoretisch uberpruft und bei 260 nm photometrisch 
quantifiziert, 

RNasepuffer 50 mM Tris-HCi, pH 8A 1 0 mM EDTA, 1 00 ug/ml RNase A 
TE-Puffer 10 mM Tris-HQ, pH Sfi, 1 mMEDTA 

b) Detekubn von DNA-Polymerase kodierenden Sequenzen aus Thermococcus TY mittels PCR-Screening 

Das Screening der Gesamt-DNA aus Thermococcus TY nach Sequenzen, die fur eine DNA-Polymerase 
kodieren, erfolgte mittels PCR unter Yerwendung verschiedener KonsensusOUgonuUeotktPrimer. Diese Pri- 
mer wurden anhand von Sequenzvergleichen berehs bekannter DNA-Forymerasen aus der Ordnung derTher- 
mococcales generiert Die verwendeten Primer und deren Ableinmgsmd in Tabelle 1 aufgeOstet 
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Tabellel 
Primersequenzen 



Bezeidinnng 


Sequenz (5'-3') 


Ableitimg 


tcgl 


CCG CCA ATG ATA CTG GAC ACT GAT TAC ATA AC 
fSE0-IDNO:4) 


TTi 


C1190 


TCATAM GTT GCC YTW GCA TCT TCC AT 
fSEQIDNO:5) 


Konseasos 
Tli,Pfii 


c2981 


ATT GGT GAG TTC ATA GAC CG 
fSEQIDNO:6) 


TY 


680pep-rev 


GCD ACRTGN GGN CCD ATN GCYTTRTA 
(SE0IDNO:7) 


Consensus 
Pfu,Tgo 


cty351 


CGT GCA CAA CAC TGA TGG TT 
(SE0IDNO:8) 


TY 


cty770 


ATT GGT GAG TTC ATA GAC CG 
fSE0IDN0:9) 


TY 




TAT GCG CAT ATG ATA TTA GAC ACT GAC TAC ATA 
fSEOIDNO:10) 


TY 

(+NdeI) 


exfein2 


GGG GTA TAG AGA CCT AAA GTC TAA ATA GGC GAT 

GTT 

rSEOIDNO:ll) 


TY (Fusion 

Extent 

WD 


extein3 


TTA GAC TTT AGG TCT CTA TAC CCC TCA ATT ATA 
GTT 

(SEQIDNO:12) 


TY (Fusion 

i+n) 


extein4 


ATA ACC GTA ATA GCT GTT TGC GAG CAA TTT AAC 
AGC 

flSEQIDNO:13) 


TY (Fusion 

Rrtein 

n+m) 


extein5 


CTC GCA AAC AGC TAT TAC GGT TAT ATG GGC TAT 
CCC 

fSEO ID NO: 14) 


TY (Fusion 
Extern 

Iran) 


cxlcin.6 


AAA ACC ATC AGT GTC GGC ATA TAG CAC CTT AAA 
TCC 

fSEQEDN0:15) 


TY (Fusion 

m+rv) 


extein7 


CTA TAT GCC GAC ACT GAT GGT TTT TAC GCC ACA 
ATA 

fSEQIDNOzlG) 


TY (Fusion 
P. v iff in 

ffl4TV) 


extein9 


TAT GCG AGA TCT CTA CTT CTT AAG CCA CGC GTC 
CAG 

(SEQIDNO: 17) 


TY 

(+BGUI) 



Die PGR wurde unter Verwendung des Expand High Fidelity PGR Systems (Boehringer Mannheim) and des 
angegebenen Programms mh einer Anneafingtemperatur von 55°C and einer £k>ngatk>nszeit von 2 Mmuten 
dinxhgefuhrt 

Das Primerpaar [tcgl-cl 190] ergab ein diskretes Fragment mh einer Gr6Be von ca. 1,1 ktx 
Dieses Fragment wurde nut Dktoxenin (Dig)-gelabelten Nukleotiden markiert und als Sonde zur Identifizie- 
rung weherer Fragmente eingesetzt 

c) Identifizienmg homologer DNA-Fragmente mhtels Southern Blot 

Jewefls 2 \ig chromosomak TY-DNA wurde mh einer der unten angegebenen Endonukleasen restringiert und 
in einem Q7%ige Agarosegel dektrophoretisch aufgetrennt Danach wurde die DNA auf eine Nylonmembran 
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transferiert and forfeit AJs Hybridisierungssonde wurde das unter b) hergesteOte Dig-markierte PCR-Fragment 
eingesetzt imd der Southern Blot entwickelt (Abb. 3). 

Auf dem Blot sind zwei Fragmente markiert (Pfeify cm ca. 4 kb grofies Pstl-Fragment und em ca. 5kb 
Sphl-Fragment welche im f lgeoden auf das V rhandensein von DNA-Polymerasesequenzen untersucht wur- 
den. Ans einem zweiten Gel wurde die DNA der beiden Restriktionsansatze in diesen Grd&enbereichen aus dem 
Gel isoliert und zur Klonierung eingesetzt 

BeispieM 

a) Konstruktion der Sequenzierungsvektoren pTYl und pTY2 

Mh den in Beispiel 3c) erfaahenen PstI- und Sphl-Fragmenten wurde jeweOs eine angereicherte Genbank 
erstellt Hierdurcb wurde die Anzahl der Kkme drastisch reduziert Die DNA wurde in den Plasmidvektor 
pUCBM21 (Boehriqger Mannheim) Kgiert Fur die jeweDige Plasmidbank wurde der Vektor mit PstI oder SphI 
restringiert und zur Reduzierung von Religationen dephosphoryliert Der EcoH-Stamm TGI wurde mit dem 
Ligationansatz transformiert und jewefls 18 rekombinante Klone untersucht Das Screening erfolgte mittels 
PCR. JeweSs em Kkm aus jedem Ansatz ergab mh dem Primerpaar [tcgl-cl 190] ein 1,1 kb-Amplifikat Die im 
folgenden als pTY\ und pTY2 bezeichneten Piasmide wurden zur weiteren Charakterisierung isoliert 

Die Direktion des Inserts im Vektor und die GroBe des stromabwarts von der Primerregion tcgl liegenden 
DNA-Berekbs wurde fiber PCR-Anaryse ernritteh. Hierzu wurden die "i>UC/M13 sequencing* und "reverse 
sequencing*-Primer verwendet (Boehringer Mannheim). Diese flankieren die jeweils Enke und rechte Muhiklo- 
ningsite des Vektors. Entweder das Primerpaar [tcgl-pUC/M13 forward] oder [tcgl-pUC/M13 reverse] ergab, je 
nacb Ausrichtung des Inserts, ein Amplifikat Die Vektoren pTYl und pTY2 sind in Abb* 4 graphisch dargest eflt 

Die Inserts der beiden Piasmide wurden sequenziert Die Sequenzieruog ergab, daB das Insert von pTYl in 
pTY2 enthalten war. Ein Sequenzvergleicfa der ersten 1230 Basen mit der DNA-Polymerasesequenzen aus 
Thermococcus lithoralis und Pyrococcus furiosus ergab eine Ahnlichkeit von 85% bzw. 76%. Die Linge des 
Inserts im Vektor pTY2, ausgehend vom Primer tcgl mh einem bypothetischen Startkodon (Fos. 1) Us zur 
Sphl-Restriktionsstelle des Vektors, betrug 3071 Basen. 

b) Konstruktkmdes Sequenzierungsvektors pTY3 

Ausgehend von der Sequenz des Plasmkk pTY2 wurde versucfat, DNA-Regionen jensetts der Sphl-RE-She 
nrittels PCR zu ampfifizieren. Hierzu wurde der Primer c2981 synthetistert, der homolog zur Endregion des 
pTY2 Inserts ist Zur Amplifikation wurde c2981 mh weiteren Konsensusprimern kombiniert, die aus Sequenz- 
vergleichen von Pyrococcus furiosus abgelehet wurden. 

Mh einem entsprechenden Primerpaar [c298 1 -680pep-rev] wurde aus chromosomaler TY-DNA einca.2Jkb 
groBes Fragment ampfifbriert, das im folgenden charaktertsiert wurde. 

Das Ampfifikat wurde gelelektrophoretisch von unspezifischen PCR-Produkten getrennt und aus dem Gel 
isoliert Im folgenden wurde das Fragment direkt kloniert Hierzu wurde der *TA Cloning® Kit" (Invitrogen) 
verwendet Exoli INVaF* wurde mh dem Ligationansatz transformiert und auf LB (Ampicfllin, X-Gal) Agarscha- 
len ausplattiert Es wurden 6 rekombinante (weiBe) Kolonien mittels PGR auf Insertion untersucht AUe enthiel- 
ten das gefbrderte 2,7 kb Fragment Das im folgenden als pTY3 bezeichnete rekombinante Plasmid wurde 
isoliert imd sequenziert (Abb. 5). 

c) Konstruktkm des Sequenzierungsvektors pTY4 

Die Endregion des TY-Polymerasegens wurde durcb eine abgewandehe Chromosome-Walking Methode 
identifiziert und kloniert Zuerst wurde Ober PGR eine Dig-maiirierte Sonde mh dem Primerpaar [cty351-cty770] 
generiert Diese reprasentierte eine 420 bp groBe Sequenz aus dem Endbereich der bis hierher bekannten 
PcJymerasesequenz des Vektors pTY3L Auch diese Sonde wurde analog der oben bescfariebenen Vorgehenswei- 
se zum Screening mehrerer RestriktionansStze verwendet Der Southern Blot ergab unter anderem ein Signal 
im 3 kb-Bereich des SphI-RE-Ansatz(Abb. 6> 

Die DNA in diesem Berekh wurde wiederum isoliert und zur Ligation mh dem SphI restringierten und 
dephosphorylierten Vektor pUCBM2 1 eingesetzt Dieser Ugatbnsansatz wurde jedoch nicht wie (fie vorange- 
gangenen Vektoren zur Transformation eingesetzt sondern es wurde der an pTY4 angrenzende DNA*Berekh 
direkt fiber eine PGR amplifiaert Hierzu wurde das Primerpaar [cty351-pUC/M13 rev] verwendet Das ca. 
IJt kb lange Fragment enthidt die Endregion des TY-Polymerasegens und ein hypothetisches Stopcodon. Das 
Fragment wurde Qber Agarosegelelektrophorese isoliert und mittels *TA Cloning* Kit* (Invitrogen) kloniert Es 
wurden 6 rekombinante (weiBe) Kolonien mittels PCR auf Insertion untersucht ADe enthielten das geforderte 
1,2 kb Fragment Das im folgenden als pTY4 bezeichnete rekombinante Plasmid wurde isofiert und sequenziert 
(Abb. 7). 

BeisptelS 

a) Sequenzvergleiche mh archaebakteriellen DNA-Porymerasen 

Die Sequenzierung der vier Inserts der Piasmide pTYl— 4 ergab ein offenes Leseraster (ORF) von 5487 bp 
Lange, welches 1 829 Aminosauren entsprtcht (SEQ. ID NO: 2). 
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Multiple Sequenzvergleiche der Aminosaureseqoeiiz des TY ORF mit den DNA-Polymerasen aus den Ar- 
cfaaea Pyrococcus furiosus, P. Stamm GB-D, P. Stamm KOD1 und Thennoooccus lhhorafis zeigen hohe Homolo- 
gies 

Der Sequenzabgieich ergab eine hohe Ahnlichkeit des TY ORF mh den auf gefQhrten Sequenzen und zwar 
nicht nor in den eigentlichen Polymerasebereichen, sondern audi in Regionen, die im maturierten Enzym nicht 5 
rscheinen. Bd (Gesen Regionen handdt es sich urn In frame'-Insertionen, sogenannte Inteine. Das primire 
Translatkmsprodukt wird im Fall der Polymerasen KOD1, Deepvent und Tfi posttranslational prozesaert Man 
erhilt durch die Verfcnupfung der externen Berdche ("Exteine") die maturierte DNA- Polymerase. Einige Inteine 
smd in Surer Funktion als Endonukleasen beschrieben (Perier F3. et aL, Proa NatL Acad ScL USA 89, 
5577-5581, 1992; Hodges RAetaL, Nucleic Acid Res. 20-23, 1371-1177, 1992; Mmg-Qun Xu et aL, Cell 75, 10 
1371-1377, 1993; Perier ERetaL, Nudeic Add Res. 22/7, 1125-1127, 1994; Pietrokovski &, Protein Science % 
2340-2350, 1994; T. Imanaka, Genbauk entry D-29 671, 1994). 

Abb. 8 gibt eine grafische Gbersicht fiber die Lage der Ex- und Inteine in den im Alignment aufgefuhrten 
DNA-Polymerasen, Ausgenommen ist das Enzym aus Pyrococcus furiosus, welches keine Inteindemente ent- 
halt 15 

Der TY ORF ist das euzrige Gen, in dem alle drd konservierten Intdnregkmen zu finden smd. Die hohe 
Homologie der dnzdnen Exteinberdche lafit eine exakte Identifizierung der hypothetischen Inteinbereiche im 
TY-DNA-Polymerasegen zu. Zur Expression der TY DNA-Pofymerase warden diese Regionen des Gens 
ddetiert. 

20 

b) Deletion der Inteinregionen des TY-DNA-Polymerasegens mhtels Polymerase Kettenreaktion (PGR) 

Zur Ddedon der Inteinbereiche warden (fie Extemsequenzen des TY ORF mhtels PCR amplifiziert und 
miteinander verknfipft Abb. 9 zeigt schematisch cfie Vorgehensweise. 

Die zu verknupfenden DNA-Fragmeme AumlCwuiden mgetreimtenP(^ rah den Primernafonr— arevund 2s 
Cfonr— Cict amplifiziert (1). Der Primer are? besitzt am 5'-Ende eine Sequenz, (fie zur N-tenninalen Region des 
Fragments C homolog ist Des weheren ist der Primer cibrw zum C-Terminus des Fragments A homolog. Durch 
die PCR entstanden zwd Fragmente A und C, die jewefls um einen Berdch des anderen Fragments erwdtert 
warden (2). In dner zwdten PCR wurden diese Regionen mheinander hybridisiert und diese sich gegenseitig 
primenden DNA-Einzelstrange zu einem Doppdstrang elongiert (3X Im selben PCR- Ansatz konnte das Fusions- 30 
fragment mit den Pr im e r n a^nr und Crev amplifiziert und kloniert werden (3). 

Im Fall des TY-DNA-Polymerasegens wurden zuerst die Exteinregionen 1 und 2 und die Regionen 3 und 4 
fusioniert und in einer zwdten PCR die Fragmente Extein 1 -2 und Extern 3-4 mheinander vericnupft Die hierbd 
verwendeten Primer extein 1-7 und extein 9 smd in TabeDe 1 aufgefuhrt Als Klomenmgshilfe wurde uber die 
PCR am N-tenumalen Ende eine Ndel-RE-She und am C-Tenninus eine BgUI-She zur Khmierung in den as 
Expressionsvektor angefQgt (Primer extein 1+9). Die mteinfreie DNA- und Ammosiuresequenz der TY 
DNA-Polymentse findet sich in SEQ. ID NO: 3. 

Bdspid6 

40 

Klonierang in Ecoli und Remigong dner rekombinanten DNA-Polymerase (TY Pol) ans Thermococcus spec 

TY 

a)Vektor 

45 

Ah Expressionssystem wurde das pET Expression System 15b (Novagen, Madison USA, Cat Na 69 668-1) 
verwendet Der Vektor zeichnete sich durch f olgende Eigenschaften aus: 

— T7 Promotor und lad Repressorgen 

— His-Tag Leader Sequenz (Affinhttschromatographie an Ni-Chelatsaulen) so 

— N-tenninale Thrombin Proteaseregion 

— Fusksnskkmierungsregionen Ndel, Xhol und BamHI 

— AmpicOfinresistenz (bla) 

Das Polymerasegen wurde in die Ndel-BamHI RE-Site tigiert, so daB das resultierende Fusionsprotein eine ss 
N-tenninale Histidin-Tafgetshe und eine TTnx>mbin-Proteaseregion zur Entf ernung der Histidinreste besitzt. 

b) Verwendete Stamme und Anzucht 

Zur Amplification des Vektors und zur Expression wurden verschiedene Stamme benutzt (Novagen). go 

— N vaBIue: endAl hsdR17(rKi2"mKi2 + ) supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac[FproA + B + la- 
qI9Z_M15n-nilO(tet^] 

— BL21(DE3):F~ mpT hsdSfl(rB~mB~) gal dcm (DE3) 

65 

Der Stamm NovaBhie diente zur Ampfifikation des Vektors pTY Pol (Abb. 10). Die Expression des 2Selgens 
wurde hier unterdriickt, da der Stamm kern T7 RNA-Pofymerasegen enthak. Eventuefl stdrende Emflusse des 
rekombinanten Proteins aus das Wachstum der Zeflen wurden somit reduziert 
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Der Stamm BL21(DE3) trigt eine cfaromosomale Kopie der T7 RNA-Porymerase. Diese steht unter der 
KontroQe des durcfa BPTG induzierbaren lacUVS-Promotors, 

BL21(DE3) wurde mh dem Vektor pTY Pol transfonniert und in LB-Medium unter selektiven Bedingtingen 
kultiviert (LB + 50(ig/ml AmpicBlin). Bei einer ZeDdichte von OD 0^6 wurde die Expression nut 2 mM BPTG 
induziert und die Zellen bis in die spat tog-Phase weher kultiviert 

c)ZeIlaufscfaIu6 

Die abzentrifugierten Zellen wurden in TY-AufschhiBpuffer resospendiert (50 mM Tris/HQ, pH 7 A 10 mM 
KO, 0J5 mM EDTA, 10 mM MgCl* 5 mM DTI) und im Ul traschaD auf geschlossecu 

d) Protemreroigung 

Die Aufreinigung des Proteins erf otgte in drei Schritten: 

1. Hitzedenaturierung (80°C HD*) 

2 Chromatographic an Blue Sepharose (HiTrap Blue Pharmacia) 
3. Chromatographie an Ni 2 * Chelat Harz (Novagen) 

Der Rohextrakt wurde sofort nach dem AufschluB 15 Minuten bei 80° C inkubiert Die hhzehb3en denaturier- 
ten Proteine warden bei 40 000 g 20 min abzentrifugiert und der Oberstand fOtriert (0 0,45 \un\ 

Blue Sepharose tragt als fanktionelle Gruppe den Farbstoff Cibacron Blue 3G- A. Gebunden werden Proteine; 
die eine Nukleotidbindungstascbe beshzen. 

Der fihrierte Rohextrakt wurde mehrmals fiber eine 1 ml HiTrap Blue-Saule aufgetragen. Die maximale 
Bindungskapazitat betragt 20 mg Protein/ml SaulenmateriaL Ungebundenes Protein wurde mit TY-AufschhiB- 
puffer von der Saule gespult und die gebundenen Proteine mh einem linearen Gradienten eiuiert (10 mM — 15 
M KC3 im AufschluBpuffer). Die FluBratebetrug 0J5 ml/min bd 50 Fraktionen a Q£ mL Die enzymattsch aktiven 
Fraktionen wurden gepoolt und gegen Imidazolpuff er umgepuff ert (Centricon, AusschhiBgroBe 30 kDa). 

Bei der NIckel-Chelatsaule binden die N-tenninalen Histidmreste der rekombinanten Polymerase an immobi- 
lisierte Ni^-Kationen des Saulenmaterials und werden bei der Ehition dutch imidazol ausgetauscht 

Zu Beginn der Chromatographie wurde eine 1 ml Saule mh H2O dest gespult und mit 50 mM N1SO4 geladen. 
Danach wurde die Saule mh Imidazolpuff er equilibriert (5 mM Imidazol, 500 mM NaOL 20 mM Tris/HQ pH 7fl% 
Die gepooke, aktive Fraktkm der Blue Sepharoseaufremigung wurde auf die Saule aufjgetragen und nkht 
gebundenes Protein eiuiert Die gebundenen Proteine wurden mh einem linearen Gradienten (5 mM— 1 M 
Irrodzol im Saulenpuffer) eiuiert (Flowrate Ofi ml/min, Gradient 0—300 mM Imidazol, 15 ml = 30 Fraktionen, 
300 — 1 000 mM 2fi ml — 5 Frakuonen). Die Aktivhat der einzelnen Fraktionen wurde wie oben bestimmt 

Die aktiven Fraktionen wurden gepoolt und gegen TY Polymerase Lagerpuffer dialysiert (50 mM Tris/Hd 
pH7A100mMKa,0£mMEDTA,5niM 

TabeDe2 

Remigung von rekombinanter TY-DNA-Polymerase (Abb, 11) 
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Ansbeute 
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10 


6,6 


2200 


333 
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80°CHD* 


8 


0,51 


1360 


333 


61,8 


10 


Blue 


I 


0,75 


1030 


1375 


46,9 


4U 


Ni-Chelat 


0,5 


0,44 


980 


4455 


44,5 


133,8 



Beispiel7 
DNA-Pdlymerase-AktivMtstest 

Die DNA-Polymeraseaktmtit wurde indirekt Qber einen "Enzyme-linked immunosorbent assay" (EUSA) 
bestimmt Als Substrat wurde mh DNasel aktivierte Kalbsthymus DNA verwendet Die DNA-Polymerase 
symhetisieit an das firde 3'-Ende zum Gegenstrang komplementare frae Nukleotide. Zur Qiiantifhdenmg des 
neugebfldeten Doppelstranges wurden neben den vier nattven Nukleotidtriphosphaten auch Digopgenin gela* 
beltes dUTP (Boehringer Mannheim) im Reaktkmsansatz angeboten. Nach der Porymerase-Reaktkm wurde der 
dUTP-Embau quantifiziert Hierzu wurde ein DIG-Antikorper verwendet der wiederum mh einer alkalischen 
Phosphatase gekoppelt war (Ann-DIG-AIkalische Phosphatase (AQ-Fab-Fragmente, Boehringer Mannheim). 
Zur Detekdon wurde das AP^emoIuminiszenz-Substrat Lumigen™ PPD (Lumigen Ina Detroit; USA) einge- 
setzt Die Lkhtemission wurde im Lummometer gemessen und gegen eine Referenzpolymerase verglicheiL 

Der DNA-Polymerasetest setzte sich folgendermaBen Tiisammen: 
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Inkubati nsnrix; 

100 pi lOx Inkubationspuffer QeweOiger Polymerase-Aktivitatspuffer, & u.) 
33 |il dNTFs (10 mM Stammlosung, Endkonzentration 33 pM) 
3fi pi Dig-dUTP (10 pM Stammlosung; Endkonzentration 36 nM) 
10pIBSA(20mg/mI) 

12 pg Kalbstfaymus DNA (DNasel aktiviert) 
ad 1000 jjJ aquabidest 

Zu 50 |d Inkubationsmix wurden auf Eis 2 pJ verdflnnte Porymerase-Losung zugegeben imd 30 Minuten bei 
70°C inkubiert Danach wurde die Reaktion sofort mit 2 |xl 0J5 M EDTA gestoppt Von cfiesem Ansatz wurden 
5 |il auf membranbescfaiditete Mikrotherplatten (Pall SM045BWP) pipettiert Der Boden dieser Mikrottterplat- 
ten bestand aus einer Nylonmembran nut einem Porendurchmeser von OAS pm. Die DNA im Reaktkmsansatz 
wurde durcb 10 Minuten Erhitzen auf 70°C an die Membran gekoppelt 

Die Detektkm der Dig-mariderten DNA erfolgte aof einer Vakuumkammer. Die dnzdnen Ldsungen wurden 
dabei durcb (fie Memhran gesaugt Zuerst wurde 2 mal 2 Minuten mit 100 |il Blockmgpuffer inkubiert, urn 
unspezifische AntikdipeTbindung zu verhindern. Danach wurde 2 mal 2 Minuten mh 100 |il Antikdrperlosung 
inkubiert Zwiscben den einzelnen Scbritten wurden die Losungen unter Vakuum abgesaugt Zur Entfernung 
uberschGssiger Antikdrper wurden unter Vakuum 2 mal 200 pi Waschpuff er aufgetragen und 2 mal mit AP-Puf- 
fer umgepuffert Die Detektkm erfolgte durch 5 Minuten Inkubation mit Lumigen™ PPD (1 : 100 in AP-Puffer). 
Das Substrat wurde abgesaugt und die Lichtemission nacb weiteren 15 Minuten im Luminometer gemessen. 

Ak Referenzenzym zur Efchung wurde Taq DNA-Porymerase (Boehringer Mannheim) verwendet 

Taq PoUnkubationspuffer (lOr) 250 mM Tris-HO, pH 9A 500 mM KO, 20 mM MgCfe, 10 mM DTT 
TV PoMnkubationspuff er ( 1 Ox) 500 mM Tris- HO, pH7,5,1000mMKCI,40mM MgCfe 50 mM DTT 
Mateinsanrepuffer 100 mM Maieinsaure, 150 mM NaCl pH 7,5 
Blockmgpuffer 1% (w/v) Blocking Reagenz in Maleinsaurepuffer 
Wascbpuffer Ct3% Tween® in Maleinsiurepuff er 

Antikdrperlosung 150 mU/ml Anti-DIG-AIkalische Phosphatase (Fab-Fragmente, Boehringer Mannheim) in 
Blockmgpuffer 

AP-Puffer 100 mM Tris-HO, pH9A100mM Nad 50 mM MgCfe 

Beispiel8 

3'-5'-Exomiklease-Aktrvitatstest 

Die 3'-5'-Eroiuiklease^proorreadin^ Aktivitat wurde mit Hflfe von 5'-DigoxYgeninmarkierter DNA be- 
stimmt Als Testsubstrat diente ein definiertes DNA-Primer/Template-Hybrid. 

5*-Dig Exonuclease Polymerase 

\ * : 

G CAT GGA TCC C AC TGC CCA GGG (SEQ.IDNO: 17) 

C GTACCTAGG GTGACG GGT CCC AAA ATC AAA ATA (SEQ.IDNO: 18) 



In diesem Test wurde (fie Fahigkeit der DNA-Fotymerase zur Degradation des Dig-Primers gemessen. Des 
weiteren konnte bestimmt werden, ab wekher Konzentratkm freier Desoxynukleotidtriphosphate im Reak- 
t&msansatz die Porymeraseakthritat gegenfiber der Exomikleaseaktivhat uberwiegt Des weiteren wurde die 
Fahigkeit zum Einbau von Ribonukleotiden getestet 

Pipettierschema eines Reaktionsansatzes: 
1 pi 5M>ig-Primer(500 fmol) 
1 pi Template (500 fmol) 
1 pi dNTPs (Endkonzentratkra 1 pM— 10 pM) 
1 pi Polymerase Aktiviiatspuffer (10%) 
1 pi DNA-Polymerase (100 mU) 
ad 10 pi aquabidest 

Der Reaktionsansatz wurde bei 60 Minuten bei 70° C inkubiert, auf Es mh 2 pi Formamidpuffer versetzt und 
die DNA-Fragmente in einem 12£%igen Ptoryamid-Harnstoffgel aufgetrennt Der Transfer und die Detektion 
der Dig-mariderten Fragmente erfolgte nach Angaben Boehringer Mannheim ("Dig System Users Guide for 
Filter Hybridization 1 ', 1993} 

Beispiel9 

Anwendung der TY-DNA-Polymerase in der PGR 
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Das Enzym wurde unter f lgenden Bedingungen in der PCR eingesetzt: 



Mucl 



dGTP(lOmM) 
dATP (10 mM) 
dTTP(lOmM) 
dCTP (10 mM) 
Prims 1 x 
Primer 2 x 
Template DNA 
H 2 0 ad 



1 & 

1 pi 

|d 600 nM 

ill 600 nM 

x pi 

25 fd 



200 |iM 
200 pM 
200 pM 
200 (iM 



100 ng 



Mix 2 



lOx PCR- Puffer 
TY DNA-Polymerase 
H 2 Oad 



5 |il 

1 ul(2U) 

25 |il 



Die Ansatze werden getrennt voneinander auf Es pipettiert und direkt vor Start der Reaktkm vereinigt. 
Im folgenden sind Eckdaten ones Cydeprogramms angegeben: 



|lx 2 mm 






94°C (Denaturierung da Template-DNA) 




lOsek 

lOx 30sek 
2-4 mm 


94°C 


55°C 
68°C 


(Deoaturiening) 

(Annealing des Primes) 
(Elongation) 




lOsek 

20x 30sek 

2-4 BUD* 


94°C 


55°C 
68°C 


(Denaturiegung) 

(Annealing des Primers) 

(Elongation + * Veriangenmg 20 sek/ Cycle) 




|lx 7min 






68°C (Elongation) | 



IQx PCR Puffer 100mMTris-HCl,pH8A 1MK^ 
BSA, 0,5% (v/v) Tween 20 



Es konnten Fragmente von 1£ kb (Spur t), 2fi kb (Spur 2) und 4,35 kb (Spur 3) amplifiziert werden (Abb. 1 a)). 

PatentansprOche 

1. Thermostabiles Enzym erhaWich aus einemThermococcus spec-Stamm, welches (fie Polymerisation von 
Desoxyribonukleinsauren katalysiert, y-5'-Exonnklease-Aktivhat aufweist und erne durcb die Nukkinsau- 
resequenz gemafi SEQ. ID NO: 2 oder SEQ. ID NO: 3 cocfierte Ammosauresequenz oder em Tdl davon 
aufweist. 

2. Thermostabiles Enzym gemaB Ansprucb 1 erhaltfich aus Thermococcus spec. TY (DSM 10597). 

3. Enzym nach Ansprucb 1 oder % welches dne optimale DNA-Po!ymerase-Aktivitat in Gegenwart von 
Magneshimkmen und in voDstandiger oder nahezu voDstamfiger Abwesenheit von Manganionen aufweist 

4. Enzym nach Ansprucb 3, dadurcb gekennzeichnet, daB die Magnesiumkmen-Konzentration zwischen 2 
und 1 0 mM end die Konzeptratk>n an Manganionen zwischen 0 and 2 mM betragt 

5. Enzym nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurcb gekennzeichnet, daB das Enzym eine 
optimale 3^5'-ExoouUeaseaktivitat in Gegenwart von maximal 1 |iM der Desoxynukleotidtriphosphate 
und in Abwesenheit von Ribonukleotkitriphosphaten aufweist 
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6L DNA-Sequenz, die ffir eb aus Thennococcus spec TY (DSM 1 0 597) erhiltliches Protein mh DNA-Pory- 
merase-Aktivhat oder einen TeHbereich von diesem codiert 

7. DNA-Sequenz nach Anspruch 6,w beidie DNA-Sequenz mindestens ca. 1200 Basenpaare aufweist 

8. DNA-Sequenz nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet daB die DNA-Sequenz eine Nukleotid- 
sequenz gemaB SEQ. ID NO: 2 oder SEQ. ID NO: 3 aufweist 5 

9. Vektor, weicher eine DNA-Sequenz gemaB der Anspruch 6 Us 8 aurweist 

1 0. DNA-Sequenz, die fur ein thermostabiles Enzym gemlB Anspruch 1 codiert 

1 1. DNA-Sequenz gemaB Anspruch 10, die in den Ndel/BarnHI-RestriktkHisberdch des £xpressionsvektors 
pET-15bfigiertist 

12 Verfahren zur Gewinnung eines thennostabflen Enzyms mh DNA-Poiymerase- und 3'-5'-Exonuklease* to 
Aktivrtat durch Expression in einem geeigneten eukaryodschen oder prokaryotischen Stamm unter Ver- 
wendung einer DNA-Sequenz gemSB der Anspruche 9 oder 1 1 und anschlieBende Isofierung des Enzyms* 
dadurch gekennzeichnet daB nach ZellaiifschhiB, der Extrakt einer Hitzebehandlung unterzogen wird und 
anschlieBend eine Affraitatschromatogi^hie sowie eine Chromatographie am Nickelchelat-Harz durchge- 
fuhrtwird. 15 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Hitzebehanrihing bri ca. 80°C uber einen 
Zeitraum von ca. 15 Minoten erfolgt und/oder die AfFinitatschromatographie an Blue Sepharose vorgenom* 
men wirdL 

14. Verfahren zur VervieUalrjgung von spezifischen DNA-Fragmenten unter Verwendung eines tbermosta- 
bilen Enzyms gemlB einer der Aiispruche 1 bis 5 und mindestens eines geeigneten Primerpaares und der 20 
erforderiichen Nukleotidtriphosphate, dadurch gekennzeichnet daB die Reaktion in Gegeowart einer bd 
ca. pH 8$ puffernden Substanz bzw. entsprechenden Mbchung, von 1 0 bis 1 00 mM Kaliumchlorid, 0,75 bis 4 
mM Magnesiumchlorid und Ofil bis 0,1 % eines zwhterionischen Detergenzes durchgefuhrt wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet daB Desoxymikleoddtriphosphate in einer (Ge- 
samt-JKonzentration von maximal 1 pM im Reaktionsansatz enthahen sind. 25 

1 6. Verfahren nach Anspruch 14 oder 1 5, dadurch gekennzeichnet daB die Konzentration an Magneshnnio- 
nen ca. 1,25 mM betrigt 
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